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£| (54) Bezeichnung: VARIANTEN DES MAJORALLERGENS PHL P 1 AUS LIESCHGRAS 

^ (57) Abstract: The invention relates to pharmaceutically significant variants of the major allergen Phi p 1 from timothy grass, and 

t^s is characterised in that the previously impossible production of monomer molecules which are stable and soluble in physiological 

O media can be carried out by means of prokaryotic expression systems, and said molecules can be subsequently purified. 
fS 

Q (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft pharmazeutisch bedeutsame Varianten des Majorallergens Phi p 1 aus Lieschgras, 

£^ dadurch gekennzeichnet, daB eine bisher nicht mogliche Herstellung von monomeren, in physiologischen Medien loslichen und 
^ stabilen Molekiilen mit Hilfe von prokaryontischen Expressionssystemen und deren anschlieBende Reinigung erfolgen kann. 
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Varianten des Majorallergens Phi p 1 aus Lieschgras 

Die Erfindung betrifft Varianten des Majorallergens Phi p 1 aus Lieschgras, 
dadurch gekennzeichnet, dali eine bisher nicht mogliche Herstellung von 
5 monomeren, in physiologischen Medien loslichen und stabilen Molekulen 
mit Hilfe von prokaryontischen Expressionssystemen und deren anschlie- 
Gende Reinigung erfolgen kann. 

Hintergrund der Erfindung 

10 Allergien vom Typ 1 haben weltweite Bedeutung. Bis zu 25% der Bevolke- 
rung von industrialisierten Lander leiden unter Beschwerden wie allergi- 
scher Rhinitis, Konjunktivitis Oder Bronchialasthma, die durch in der Luft 
befindliche Allergene (Aeroallergene) unterschiedlicher Herkunft wie Pflan- 
zenpollen, Milben, Katzen Oder Hunden hervorgerufen werden. Bis zu 40% 

15 dieser Typ 1-Allergiker wiederum zeigen spezifische IgE (Immunoglobulin 
E)-Reaktivitat bei Graserpollen (Freidhoff et al., 1986, J. Allergy. Clin. Im- 
munol. 78, 1190-201). 

Bei den Typ 1-Allergie auslosenden Substanzen handelt es sich urn Protei- 
ne, Glykoproteine oder Polypeptide. Diese Allergene reagieren nach Auf- 

20 nahme uber die Schleimhaute mit den bei sensibilisierten Personen an der 
Oberflache von Mastzellen gebundenen IgE-Molekulen. Werden zwei IgE- 
Molekule durch ein Allergen miteinander vernetzt, fuhrt dies zur Ausschut- 
tung von Mediatoren (z.B. Histamin, Prostaglandin) und Zytokinen durch 
die Effektorzelle und damit zu den entsprechenden klinischen Symptomen. 

25 In Abhangigkeit von der relativen Haufigkeit der Allergiker, die IgE- 

Antikorper gegen bestimmte Allergene aufweisen, wird zwischen Major- 
und Minorallergenen unterschieden. Im Fall vom Lieschgras (Phleum pra- 
tense) sind bislang Phi p 1 (Petersen et al., 1993, J. Allergy Clin. Immunol. 
92, 789-796), Phi p 5 (Matthiesen und Lowenstein, 1991, Clin. Exp. Allergy 

30 21 , 297-307), Phi p 6 (Petersen et al., 1995, Int. Arch. Allergy Immunol. 
108, 49-54) und Phi p 2/3 (Dolecek et al., 1993) als Majorallergene und 
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Phl p 4 (Lowenstein, 1978, Prog. Allergy 25, 1-62) sowie Gruppe 10 und 11 
aus Lolium perenne (Ansari et. al., 1987, J. Allergy Clin. Immunol. 80, 229- 
235) als Minorallergene charakterisiert worden. 

5 Als eine der relevantesten Allergengruppen von Graserpollen wird Grup- 
pe 1 eingestuft (Tamborini, E. et al., Eur. J. Biochem. 1997, 249:886-894), 
zu der Phi p 1 aus Lieschgras gehort. Zu Phi p 1 weisen die weiteren Ver- 
treter der Gruppe 1 aus anderen Grasern Homologien von teilweise uber 
95% auf (Petersen, A., et al., J. Allergy Clin. Immunol. 1995, 95: 987-994). 

10 Aufgrund der hohen Homologien treten bei der Sensibilisierung mit einem 
Gras auch Reaktionen auf die Allergene anderer kreuzreaktiver Spezies 
auf. Deshalb sind diese Molekule ftir entsprechende Diagnose- und Thera- 
pieansatze von ubergeordneter Bedeutung. 

Bei dem therapeutischen Einsatz dieser Allergene nutzt man die Reaktion 
15 mit T-Helferzellen, wobei es zu einer Umorientierung der pathologischen 
TH2-Zellen in den TH1-Typ kommt. Daraus ergibt sich eine Veranderung 
des Cytokinprofils derail, dafc B-Zellen zur Bildung von IgG statt IgE stimu- 
liert werden. 



20 Ein klassischer Ansatz zur wirksamen therapeutischen Behandlung von Al- 
lergien stellt die Spezifische Immuntherapie oder Hyposensibilisierung dar 
(Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (6), 336-339, Bousquet et a!., 1998; J. Allergy 
Clin Immunol. 102(4), 558-562). Dabei werden dem Patienten naturliche Al- 
lergenextrakte in steigenden Dosen subkutan injiziert. 

25 Allerdings besteht bei dieser Methode die Gefahr von allergischen Reaktio- 
nen oder sogar eines anaphylaktischen Schocks. Um diese Risiken zu mi- 
nimieren, werden innovative Praparate in Form von Allergoiden eingesetzt. 
Dabei handelt es sich um chemisch modifizierte Allergenextrakte, die deut- 
lich reduzierte IgE-Reaktivitat, jedoch identische T-Zell-Reaktivitat im Ver- 

30 gleich zum nicht behandelten Extrakt aufweisen (Fiebig, 199.5, Allergo J. 4 
(7), 377-382). 
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Eine noch weitergehendeTherapieoptimierung ware mit rekombinant her- 
gestellten Allergenen moglich. Definierte, ggfs. auf individuelle Patienten 
abgestimmte Cocktails von hochreinen rekombinant hergestellteri Allerge- 
nen konnten Extrakte aus naturlichen Allergenquellen ablosen, da diese 
aufter den verschiedenen Allergenen eine groSere Zahl von immunogenen, 
aber nicht allergenen Begleitproteinen enthalten. 
Realistische Perspektiven, die zu einer sicheren Hyposenibilisierung mit 
Expressionsprodukten fQhren konnen, bieten gezielt mutierte rekombinante 
Allergene, bei denen IgE-Epitope spezifisch deletiert werden, ohne die fur 
die Therapie essentiellen T-Zell Epitope zu beeintrachtigen (Schramm et 
al., 1999, J. Immunol. 162, 2406-2414). 

Eine weitere Moglichkeit zur therapeutischen Beeinflussung des gestorten 
Th-Zell-Gleichgewichtes bei Allergikem ist die Behandlung mit expressions- 
fahiger DNA, die fur die relevanten Allergene kodiert. Erste experimentelle 
Belege fur die allergenspezifische Beeinflussung der Immunantwort konnte 
an Nagem durch Injektion von Allergen-kodierender DNA erbracht werden 
(Hsu et al., 1996, Nature Medicine 2 (5), 540-544). 

20 

Bei Phi p 1 handelt sich urn ein Protein aus 240 Aminosauren und einer N- 
Glykosylierungstelle. Die Glykosylierungsanteil betragt 5% des Molekular- 
gewichtes, welches bei dem naturlichen Protein ca. 30-35 kDa betragt (Pe- 
tersen et al., Allergy Clin. Immunol. 1995, 95: 987-994; Suck et al., J. Im- 
25 munol. Meth. 199.9, 229:73-80). 

Die Nukleinsauresequenz von Phi p 1 ist bekannt (Laffer et al., J. Allergy 
Clin Immunol. 1994, 94: 689-698; Petersen et. al., J. Allergy Clin. Immu- 
nol., 1995, 95: 987-94) und kann somit zur rekombinanten Herstellung des 
MolekOls genutzt werden. 

30 

Bisherige Versuche das MolekOI in bakteriellen oder eukaryontischen Sys- 
temen, wie z.B. Hefe, rekombinant derart herzustellen, daB eine stabile 
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monomere Form erhalten wurde, waren jedoch wegen seiner mangelhaften 
Loslichkeit nicht erfolgreich: 

lm Fall der bakteriellen Expression lagert sich Phi p 1 als Einschlu&korper 
(inclusion bodies) ab (Vrtala et al., J. Allergy Clin. Immunol, 1996; 97: 781- 
7) und mu& vor der Reinigung zunachst denaturiert werden. Im ArischluB 
wird das Denaturierungsmittel entzogen. Eine vollstandige Ruckfaltung des 
Proteins in die naturliche losliche Konformation konnte allerdings bisher 
nicht erreicht werden (Andersson, Lidholm, Int. Arch. Allergy Immunol. 
2003;130:87-107). 

Ein moglicher Hinderungsgrund fur die Bildung einer stabilen Konformation 
hatte das Fehlen der Glykosylierung sein konnen. Jedoch wurde selbst in 
eukaryontischen Systemen, in denen Glykosylierung moglich ist, kein stabi- 
les Phi p 1 erhalten (K. Grobe, Dissertation, 1998, Universitat Hamburg). 
Als eine Ursache fur die fehlende Loslichkeit wird stattdessen eine proteo- 
lytische Aktivitat vermutet, die zur Selbstdegradation des MolekCils fiihrt 
(Grobe et al., Eur. J. Biochem. 1999; 263: 33-40; Kirsten Gehlhar, Disserta- 
tion, 1998, Medizinische Universitat zu LQbeck, Deutschland). Daneben 
kommen auch hydrophobe Interaktionen zwischen den Molekulen als Ur- 
sache fUr die Aggregation in Frage. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrund liegende Aufgabe bestand somit in 
der Bereitstellung von Varianten des Majorallergens Phi p 1 aus 
Lieschgras, die sich bei vollem Erhalt der therapeutisch und diagnostisch 
bedeutsamen immunologischen Eigenschaften durch eine verbesserte 
Loslichkeit auszeichnen und die sich somit in pharmazeutisch geeigneter 
Form aufreinigen lassen. 



30 
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Abbildungen 

Abbildung 1: SDS-PAGE des Wildtyps nPhl p 1 (n=naturlich) sowie der Fal- 
tungsvarianten LM und HM der Allergenvariante rPhl p 1-A236C (r = re- 

5 kombinant) unter reduzierenden (in Anwesenheit von Dithiothreitol DTT) 
und nicht reduzierenden (ohne DTT) Bedingungen. 
Bahn 1: Molekulargewichtsstandard (10, 15, 20, 25. 30, 40, 50, 60, 70, 80, 
90, 100, 120, 160, 220 kDa, Bench Mark Protein Ladder, Invitrogen, Karls- 
ruhe, Deutschland) 

10 Bahn 2: Extrakt aus Phleum pratense-PoUen 
Bahn 3: nPhl p 1 
Bahn 4: rPhl p 1-LM 
Bahn 5: rPhl p 1-HM 

15 Abbildung 2: Gelfiitration mit rPhl p 1-HM und rPhl p 1-LM an einer Sephac- 
ryl S100-Saule. 

Die Abbildung zeigt, daB die beiden Faltungsvarianten unterschiedliche 
apparente Molekulargewichte aufweisen. 

20 Abbildung 3: Enzym-Allergo-Sorbent-Test (EAST) zur Quantifizierung der 
IgE-Bindung der Faltungsvarianten rPhl p 1-A236C -LM und -HM 
Auf der horizontalen Achse ist die Konzentration eines Inhibitors der IgE- 
nPhl p 1-Bindung in mol/l aufgetragen, auf der vertikaien Achse ist der 
Grad der Inhibierung in [%] angegeben. Die Messung erfolgte mit nPhl p 1 

25 an der Festphase und einem typischen Serum eines Graspollenallergikers. 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Oberraschenderweise wurde nun gefunden, daS die Einfuhrung eines zu- 
30 satzlichen Cystein-Restes, vorzugsweise im carboxyterminalen Teil (insbe- 
sondere ab Aminosau reposition 140, ganz besondere bevorzugt zwischen 
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den Aminosaurepositionen 230 und 240) des Molekuls zu der erfindungs- 
gemaS verbesserten LSslichkeit bei unveranderter IgE-Aktivitat und T-Zell- 
Reaktivitat fuhrt. 

Die Erfindung betrifft daher Varianten des Majorallergens Phi p 1 aus 
5 Lieschgras, die gegenuber dem Wildtyp einen zusatzlichen Cys-Rest auf- 
weisen, sowie von den Basismolekulen abgeleitete Fragmente und Varian- 
ten, die die gleichen oder ahnliche vorteilhafte Eigenschaften aufweisen. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der erfindungs- 
1 0 gemaSen Varianten des rekombinanten Majorallergens rPhl p 1 , dadurch 
gekennzeichnet, da& nach an sich bekannten Methoden in das Phi p 1- 
Gen durch Insertion oder Austausch ein Basentriplett kodierend fur einen 
Cys-Rest eingefOhrt wird, das so veranderte Gen in einem Wirtsorganis- 
mus Qberexprimiert wird und die durch Oberexpression erhaltene Allergen- 
15 yariante gereinigt wird. 



Die prokaryontische rekombinante Herstellung und Aufreinigung kann mit 
oder ohne einen gentechnisch eingefuhrten Fusionsanteil durchgefQhrt 
werden und fOhrt immer zu gleichen Produkten. Wird ein Fusionsanteil 
verwendet, handelt es sich dabei vorzugsweise urn einen His-Tag. Die Rei- 
nigungsverfahren variieren je nach Expressionsvektor bzw. System. 

Die vorliegende Erfindung unfalit demnach eine gezielt veranderte Primar- 
sequenz des rekombinanten Allergens rPhl p 1, die seine rekombinante 
Herstellung in bakteriellen bzw. anderen Expressionssystemen und die an- 
schlieSende Reinigung ermoglicht. 

Gegenstand der Erfindung sind somit auch DNA-Molekule, welche fur die 
erfindungsgemalien Allergenvarianten kodieren. 



Die rekombinanten Proteine sind autoproteolytisch inaktiv und konnen da- 
her in stabiler monomerer Form in physiologischen, gepufferten oder je 
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nach Applikation in anderen Losungen gelagert werden. Die T-Zell- 
Stimulierung zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen rekombinan- 
tem und naturlichem Phi p 1 . 

5 Die rekombinanten Allergenvarianten und die abgeleiteten Fragmente oder 
Varianten konnen somit zur Therapie von Graspollen-induzierten allergi- 
schen Erkrankungen genutzt werden. 

Aufgrund dieser pharmazeutischen Eignung betrifft die vorliegende Erfin- 
dung die neuen Allergenvarianten auch in ihrer Eigenschaft als Arzneimit- 
10 tel. 

Weiterhin konnen die rekombinant hergestellten Allergenvarianten und 
Fragmente zur Diagnostik von Pollenallergien genutzt werden. 

Bei der Herstellung des gentechnisch veranderten Majorallergens Phi p 1 
15 aus Lieschgras wird der Aminosaureaustausch durch gerichteten Nukleoti- 
daustausch, beispielsweise mittels PCR, bewirkt. In einer besonders be- 
vorzugten Ausfuhrungsform, der Mutante rPhl p 1-A236C gemalS SEQ ID 
NO 2, wird das Alanin an Position 236 durch Cystein ausgetauscht Die 
Austauschstelle kann jedoch auch an einer beliebigen anderen Stelle des 
20 MolekUls liegen. In der Regel wird sie jedoch im C-terminalen Bereich des 
MolekUls, vorzugsweise ab Position 140, insbesondere zwischen den Posi- 
tionen 230 und 240 lokalisiert sein, 

Als Folge des Austauschs wird gleichzeitig die fUr Phi p 1 bekannte proteo- 
25 lytische Aktivitat eliminiert. 

Als ein weiterer unerwarteter Effekt treten bei der erfindungsgemaBen Iso- 
lierung und Reinigung des MolekOls zwei Faltungsvarianten auf, die voll- 
standig voneinander getrennt werden konnen. 
30 Wahrend sich die eine, als rPhl p 1-LM (LM = low molecular weight) be- 
zeichnete Konformationsvariante aufgrund ihres ahnlichen bzw. identi- 
schen Laufverhaltens in der nicht reduzierenden SDS-PAGE (Abb. 1) und 
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der Gelfiltration (bspw. an Sepharcryl S-100, vgl. Abb. 2) zu dem naturli- 
chen Protein sehr ahnlich verhalt, liegt die zweite, als rPhl p 1-HM (HM = 
high molecular weight) bezeichnete Variante in einer anderen Faltungsform 
vor. Auch die IgE- Reaktivitat differiert. Wahrend rPhl p 1-LM eine dem na- 
turlichen Protein vergleichbare Reaktivitat aufweist, wind rPhl p 1-HM von 
IgE-Antikorpern weniger gut gebunden und ist wegen seiner Hypoallergeni- 
tat in besonderem MaBe fur die spezifische Immuntherapie geeignet (s. 
Abb. 3). 

Grundsatzlich sind jedoch beide Faltungsformen sowohl fur therapeutische 
als auch diagnostische Anwendungen geeignet. 

Gegenstand der Erfindung sind somit weiterhin unterschiedliche Faltungs- 
formen der erfindungsgemaSen rPhl p 1-Allergenvariante und ihre Verwen- 
dung fQr therapeutische und diagnostische Zwecke. 
Beide Faltungsvarianten sind leicht ISslich, stabil monomer und haben kei- 
ne nachweisbare proteolytische/autoproteolytische Aktivitat. 

Die erfindungsgemaBen Allergenvarianten kSnnen beispielweise nach den 
beiden nachfolgend skizzierten Herstellungsverfahren - mit oder ohne arti- 
fiziellen Fusionsanteil - erhalten werden: 

1) Expression mit artifiziellem Fusionsanteil (His-Tag) 

Im Fall der Verwendung eines His-Tags erfolgt die Reinigung des zunachst 
unloslichen Rohproteins Qber mehrere biochemische Trennschritte, umfas- 
send einen oder mehrere Metallionen-Chelat-Affinitatschromatographie- 
Schritte und die Abspaltung des His-Tags. Zur Vor- und Nachreinigung 
konnen verschiedene andere Chromatographien sowie De- und Renaturie- 
rungsschritte zum Einsatz kommen. 
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Herstellung der Faltungsform rPhl p 1-LM: 

- Denaturierung der aus dem Wirtsorganismus isolierten EinschlulJkorper 
mit Guanidiniumchlorid, 

- Renaturierung des gelosten Proteins auf einer Chelat- 
Affinitatschromatographiesaule, 

- Abspalten des His-Tags, 

- erste Gelfiltration, 
-Chelat-Affinitatschromatographie, 

- Isolierung des Zielproteins aus dem Durchlauf, zweite, abschliefcende 
Gelfiltration. 

Die andere Faltungsform - rPhl p 1-HM - kann bei dieser Reinigungsvarian- 
te durch AusfOhren der folgenden Verfahrensschritte erhalten werden: 

- Denaturierung der aus dem Wirtsorganismus isolierten Einschlu&kerper 
mit Guanidiniumchlorid, 

- Renaturierung des gelosten Proteins auf einer Chelat- 
Affinitatschromatographiesaule, 

- Abspalten des His-Tags, 

- erste Gelfiltration, 

- Chelat-Affinitatschromatographie, 

- Elution des Zielproteins mit einem Imidazolgradienten, 

- zweite, abschlieliende Gelfiltration. 



2) Expression ohne Fusionsanteil (ohne His-Tag) 

- Denaturierung der aus dem Wirtsorganismus isolierten Einschlulikorper 
mit Guanidiniumchlorid, wobei wie weiter unten beschrieben in Abhangig- 
keit der Denaturierungsdauer die eine oder die andere Faltungsform erhal 
ten wird. 

- Renaturierung des geldsten Proteins durch Verdunnung in Pufferlosung, 
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wobei vorzugsweise 20-50 mM Tris/HCI pH 7-8 zum Einsatz kommt, aber 
auch andere Puffer und pH-Werte (z.B. 7-10,5) moglich sind. Zur VerdOn- 
nung wird bevorzugt der Denaturierungsansatz zu einem Vielfachen seines 
Volumens (etwa das10 bis 80fache, vorzugsweise das 20 bis 60fache Vo- 
lumen) der vorzugsweise geruhrten Oder anderweitig durchmischten Puffer- 
losung - etwa durch Dekantieren, Pipettieren oder Pumpen - gegeben; je- 
doch kann auch die Pufferlosung zum Denaturierungsansatz gegeben wer- 
den. Die Geschwindigkeit der Zugabe 

ist unkritisch: so kann die gesamte Menge auf einmal innerhalb weniger 
Sekunden zugegeben werden oder aber - (vorzugsweise jedoch nicht 
zwingend) gleichmaBig - verteilt auf mehrere Stunden. 

- Konzentration und Reinigung des renaturierten Proteins durch Chelat- 
Affinitatschromatographie und anschlieBende Elution mit einem Imida- 
zolgradienten (es wird vorzugsweise ein Stufengradient verwendet, ein 
kontinuierlicher Gradient ist jedoch ebenfalls meglich). Alternativ oder zu- 
satzlich zur Chelat-Affinitatschromatographie kann optional auch eine Hyd- 
rophobe-lnteraktions-Chromatographie und/oder eine Anionenaustausch- 
Chromatographie durchgefOhrt werden (die MolekQIe sind vollstandig 
chromatographisch zu bearbeiten). 

- abschlie&ende Gelfiltration. 

Die aiternativen stabilen Faltungsformen LM und HM kSnnen hierbei gezielt 
mit minimaler Kreuzkontamination durch unterschiedliche Inkubationszeiten 
bei dem Denaturierungsschritt erhalten werden. Zur Herstellung der LM- 
Form kann dabei. grundsatzlich zwischen etwa 1 und 50 Stunden inkubiert 
werden. In der Regel wird man sich jedoch in einem Bereich von 10 bis 40 
Stunden, vorzugsweise 15 bis 30 bewegen, wobei ein Intervall von 18 bis 
22 Stunden besonders bevorzugt ist. 

FOr die HM-Variante werden deutlich langere Inkubationszeiten benotigt. 
Sie liegen in der GroGenordnung von 60 bis 120 Stunden. FOr gewohnlich 
wird man jedoch 70 bis 100 Stunden inkubieren, besonders bevorzugt be- 
wegt man sich dabei in einem Bereich von 80 bis 90 Stunden. 
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Auf den Denaturierungsschritt folgt in jedem Fall der zuvor beschriebene 
Verdunnungsschritt mit PufferlQsung. 

Das Zwischenintervall (ca. 50 bis 60 Stunden) reprasentiert die Umbil- 
dungsphase. Durch den Verdunnungsschritt wird der FaltungsprozeB of- 
fenbar fixiert, es findet keine weitere Kinetik statt. 

Die Feinreinigung zur Trennung von LM und HM ist mSglich uber eine Hyd- 
rophobe Interaktionschromatographie oder wird durch Gelfiltration erreicht, 
bei der die Formen deutlich unterschiedliche Retentionszeiten haben. 

Die erfindungsgemaSen Allergenvarianten konnen in ihren Faltungsvarian- 
ten LM und HM in hoher Reinheit erhalten werden und haben wertvolle 
pharmazeutisch relevante Eigenschaften. So konnen sie als Gemisch aber 
auch einzeln zur Diagnostik (insbesondere rPhl p 1-LM wegen des Erhalts 
der IgE-Aktivitat) und Therapie (insbesondere rPhl p 1-HM wegen der ver- 
minderten IgE-Aktivitat) von allergischen Erkrankungen eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft daher ebenfalls die Verwendung der Allergenvarian- 
ten und/oder ihre pharmazeutisch verwendbaren Derivate, einschlie&lich 
deren Mischungen in alien Verhaltnissen, zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels zur spezifischen Immuntherapie (Hyposensibilisierung) sowie Diagnos- 
tik von Allergien, an deren Auslosung das Majorallergen Phi p 1 aus 
Lieschgras beteiligt ist 

Ferner ist Gegenstand der Erfindung eine pharmazeutische Zubereitung, 
enthaltend eine erfindungsgemaSe Allergenvariante und/oder ihre pharma- 
zeutisch verwendbaren Derivate, einschlieSlich deren Mischungen in alien 
Verhaltnissen, sowie gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe. Hierbei 
konnen die erfindungsgemafcen Wirkstoffe zusammen mit mindestens ei- 
nem festen, flussigen und/oder halbflQssigen Trager- oder Hilfsstoff und 
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gegebenenfalls in Kombination mit einem oder mehreren weiteren Wirk- 
stoffen in eine geeignete Dosierungsform gebracht werden. 

Werden die den erfindungsgema&en Allergenvarianten zugrunde liegenden 
DNA-Molekule mit einem geeigneten Expressionsvektor ligiert, k6nnen die- 
se Konstrukte zudem als Praparate fur eine Immuntherapie (DNA- 
Vakzinierung) angewendet werden. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ebenfalls ein rekombinanter DNA- 
Expressionsvektor, enthaltend ein erfindungsgema&es DNA-MolekQl, zur 
Behandlung von Allergien, an deren AuslSsung das Majorallergen Phi p 1 
aus Lieschgras beteiligt ist, durch immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung des besagten Ex- 
pressionsvektors und/oder seiner Derivate, einschlieBlich deren Mischun- 
gen in alien Verhaltnissen, zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behand- 
lung von Allergien, an deren Auslosung das Majorallergen Phi p 1 aus 
Lieschgras beteiligt ist, durch immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 

Schlielilich ist Gegenstand der Erfindung eine pharmazeutische Zuberei- 
tung, enthaltend den besagten Expressionsvektor und/oder seine pharma- 
zeutisch verwendbaren Derivate, einschlieSlich deren Mischungen in alien 
Verhaltnissen, sowie gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe, zur Be- 
handlung von Allergien, an deren Auslosung das Majorallergen Phi p 1 aus 
Lieschgras beteiligt ist, durch immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 



Pharmazeutische Zubereitungen im Sinne dieser Erfindung konnen als 
Therapeutika in der Human- oder Veterinarmedizin verwendet werden. Als 
Tragerstoffe kommen organische oder anorganische Substanzen in Frage, 
die sich fur die parenterale Applikation eignen und mit erfindungsgemaSen 
Allergenvarianten des Majorallergens Phi p 1 aus Lieschgras nicht reagie- 



WO 2004/022588 



PCT/EP2003/008471 



- 13 - 



ren. Zur parenteralen Anwendung dienen insbesondere Losungen, vor- 
zugsweise olige oder wassrige LSsungen, ferner Suspensionen, Emulsio- 
nen oder Implantate. Die erfindungsgemaSen Allergenvarianten konnen 
auch lyophilisiert und die erhaltenen Lyophilisate z.B. zur Herstellung von 
Injektionspraparaten verwendet werden. Die angegebenen Zubereitungen 
konnen sterilisiert sein und/oder Hilfsstoffe wie Gleit-, Konservierungs-, 
Stabilisierungs- und/oder Netzmittel, Emulgatoren, Salze zur Beeinflussung 
des osmotischen Druckes, Puffersubstanzen und/oder mehrere weitere 
Wirkstoffe enthalten. 

Weiterhin kSnnen durch entsprechende Formulierung der erfindungsge- 
ma&en Allergenvarianten Depotpraparate, beispielsweise durch Adsorption 
an Aluminiumhydroxid, erhalten werden. 



Naturgemali sind Qber die erfindungsgemaRen Mutationen auch weitere 
punktuelle Verandemngen an anderen Positionen sowie sonstige Modifika- 
tionen - etwa zur Erhohung der Hypoallergenitat moglich. Bei diesen Modi- 
fikationen kann es sich beispielsweise urn chemische Modifikationen des 
Allergenextrakts handeln (Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (7), 377-382). Sie kon- 
nen aber auch gentechnisch auf DNA-Ebene erfolgen, wobei z.B. Amino- 
saure-lnsertionen, -Deletionen und -Austausche, Aufspaltungen des Prote- 
ins in Fragmente sowie Fusionen des Proteins oder seiner Fragments mit 
anderen Proteinen oder Peptiden in Frage kommen. 

Angesichts der hohen Sequenzhomologien innerhalb der Gruppe 1 
Graspollenmajorallergene sind samtliche, hierfUr Phi p 1 beschriebenen 
Effekte betreffend die Verbesserung der Loslichkeit durch EinfQhrung ei- 
nes Cys-Restes und das Auftreten von Faltungsvarianten auch fQr andere 
Vertreter dieser Gruppe zu erwarten. 



30 
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Auch ohne weitere AusfQhrungen wird davon ausgegangen, dass ein 
Fachmann die obige Beschreibung in weitestem Umfang nutzen kann. Die 
nachfolgend beispielhaft for die Variante rPhl p 1-A236C dargestellten Aus- 
fuhrungsformen gemaB der Tabellen 1 und 2 sind deswegen lediglich als 
beschreibende, keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende Offenba- 
rung aufzufassen. 

Samtliche Chromatographiematerialen werden von der Firma Amersham 
Biosciences (Freiburg, Deutschland) kommerziell vertrieben. 
Bei den beschriebenen Chelat-Affinitatschromatographien ist die Wahl des 
0 Metallions unkritisch, es kann sowohl Ni als auch Cu verwendet werden. 

Beispiel 1: Gewinnung von rPhl p 1-A236C-LM und -HWI 
- Reinigungsvariante mit His-Tag 

5 Die fur das Phi p 1 kodierende Sequenz wurde mit 5'- und 3'-spezifischen 
Oligonukleotiden mittels PCR amplifiziert und in einen pProEx-Vektor 
(GIBCO, La Jolla, USA) Ober die Ehe I und Hind III Schnittstelle ligiert. Der 
3'-Primer wurde an Basenposition 706/707 von GC nach TG derart veran- 
dert, da& aus einem fur Alanin kodierendes ein fur Cystein kodierendes 

>0 Triplett entsteht (Essential Molecular Biology; T.A. Brown ed., IRL Press, 

Oxford, 1994). Die Transformation erfolgte in E. coli Origami. Der gewahlte 
Ausgangsvektor pProEx liefert die N-terminalen Ende lokalisierte 6xHis 
Sequenz, gefolgt von einer Erkennungssequenz fOr die TEV-Protease. 
Die nach der bakteriellen Expression als unldsliche Aggregate vorliegenden 

25 rekombinanten, primar 6xHIS getaggten rPhl p 1-A236C-Molekule werden 
nach Vorreinlgung in 6 M Guanidiumchlorid (GdmCI), 50 mM Tris/HCl, 500 
mM NaCI, pH 8.0) gelost. Es schlieBt sich eine zwelstufige Ni-Chelat- 
Affinitatschromatographie an: 

In einem ersten Schritt werden die unter denaturierenden Bedingungen an 
30 Chelating Sepharose gebundenen Proteine durch einen Gradienten Qber 
90 min von der DenaturierungslSsung in einen Puffer bestehend aus 
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50 mM Phosphatpuffer und 500 mM NaCI (pH 7.4) uberfiihrt. Es schlie&t 
sich eine Stufenelution mit 500 mM Imidiazol in Phosphatpuffer an. Das re- 
naturierte Fusionsprotein wird mittels einer spezifischen TEV-Protease in 
rPhl p 1 und den 6xHis Fusionsanteil gespalten. 

Zur Vorbereitung auf eine zweite Affinitatschromatographie wird eine Gel- 
filtration mit Sephadex G-25 und Phosphatpuffer als Elutionsmittel durch- 
gefuhrt, wodurch das Imidiazol entzogen wird. 

Das umgepufferte Proteingemisch wird nun zu einer zweiten Ni-Chelat- 
Affinitatschromatographie eingesetzt. Dabei befindet sich ein Teil des er- 
folgreich gespaltenen rPhl p 1 im Durchlauf. Es handelt sich hierbei urn die 
LM-Form des MolekOls. An der Saule bleibt neben ungespaltenen MolekU- 
len auch die Konformationsvariante HM haften, offenbar bedingt durch ex- 
ponierte Histidinreste. Diese gespaltene Variante eluiert in einem Imida- 
zolgradienten eher als die ungespaltenen Fusionsproteine, wodurch auch 
djese Form hochrein erhalten werden kann. In einem letzten Schritt wird 
zur Endreinigung und OberfOhrung in ein gewQnschtes Losungsmittel eine 
Gelfiltration mit Superdex 75 durchgefQhrt. 

Tab. 1 Gbersicht Ober das erfindungsgemafce Herstellungs- und 
Reinigungsverfahren unter Verwendung eines His-Tags 

1 . Expression 

2. Isolierung der Inclusion Bodies 

3. Denaturierung 

4. Ni-Chelat-Affinitatschromatographie 1 (Renaturierung) 

5. Abspaltung des His-Tags 

6. Gelfiltration (Sephadex G-25) 



7. Ni-Chelat-Affinitatschromatographie 2: 



Durchlauf: rPhl p 1-LWl 
Eluat: rPhl p 1-HM, 

ungespaltenes His-rPhl p 1- 
Fusionsprotein 



8. Gelfiltration (Superdex 75) 
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Beispiel 2: Gewinnung von rPhl p 1-A236C-LM und -HM 
- Reinigungsvariante ohne His-Tag 

Zunachst wird gemali Beispiel 1 vorgegangen, wobei der gewahlte Vektor 
jedoch als PrimSrprodukt kein Fusionsprotein liefert. 

5 Nun werden die nach der bakteriellen Expression als unldsliche Aggregate 
(Inclusion bodies) vorliegenden rekombinanten, primar rPhl p 1-A236C- 
Molekiile, nach Vorreinigung in 6 M Guanidiumchlorid (GdmCI), 50 mM 
Tris/HCI, pH 8.0) gelost. Es schlieSt sich eine 40fache Verdtinnung in 20 
mM Tris pH 8.0 an. Die DenaturierungslQsung wird dazu in die mit einem 

10 Magnetruher geruhrte Verdunnungslosung dekantiert 

a) Herstellung der LM-Form 

Die Inclusion bodies werden 20 h in der Denaturierungslosung inkubiert 
und anschlie&end wie oben beschrieben verdunnt. 

15 

b) Herstellung der HM-Form 

Die Inclusion bodies werden 85 h in der Denaturierungslosung inkubiert 
und anschlie&end wie oben beschrieben verdunnt. 

20 Dem jeweiligen Verdunnungs- (Renaturierungs-) Ansatz werden 500 mM 
NaCl zugesetzt. Die gelosten MolekQIe im Renaturierungsansatz werden 
Qber eine Cu-Chelat-Affinitatschromatographie konzentriert und mit 200 
mM Imidazol in Phosphatpuffer als Stufe elutiert (oder graduell durch 500 
mM Imidazol in Phosphatpuffer). 

25 Optional kann die Chelat-Affinitatschromatographie vor der Elution des Pro- 
teins zur Konditionierung derart benutzt werden, daft beispielsweise eine 3 
M NaCl Losung zum Waschen und eine 3 M NaCl, 200 mM Imidazollosung 
zum Eluieren benutzt wird. Das stark salzhaltige Eluat konnte dann direkt 
fur eine Hydrophobe-lnteraktions-Chromatographie eingesetzt werden. 

30 In einem letzten Schritt wird zur Endreinigung und Oberfuhrung in ein ge- 
wOnschtes L6sungsmittel eine Gelfiltration mit Superdex 75 durchgefuhrt. 
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Tab. 2 Obersicht uber das erfindungsgemaBe Herstellungs- und 
Reinigungsverfahren ohne Verwendung eines His-Tags 

1 . Expression 

2. Isolierung der Inclusion Bodies 



4. Verdunnung 

5. Cu-Chelat-Affinitatschromatographie 

6. Gelfiltration (Superdex 75) 

Beispiel 2: Unterschiedliche IgE-Bindungen des Wildtyps sowie der 
Faltungsvarianten LM und HM der Allergenvariante rPhl p 1-A236C 

In einem gemaU Suck et al. (Int. Arch. Allergy Immunol. 2000; 121: 284- 
291) durchgefOhrten EAST-lnhibitionsassay mit einem Allergiker- 
Serumpool werden das naturliche nPhl p 1 und die rekombihanten rPhl p. 1 
Varianten HM sowie LM hinsichtlich der Starke ihrer IgE-Bindung miteinan- 
der verglichen (Abb. 3). Es zeigt sich, daB die Variante HM in ihrer IgE- 
Bindung gegenOber dem naturlichen Phi p 1 Protein deutlich reduziert ist, 
wahrend die Variante LM eine mit dem naturlichen Phi p 1 Protein ver- 
gleichbare IgE-Bindung aufweist. 



3. Denaturierung 



Dauer 20 h: LM 
Dauer 85 h: HM 



30 
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Patentanspriiche 

1 . Variante des Majorallergens Phi p 1 aus Lieschgras, dadurch gekenn- 
zeichnet, dali sie gegenuber dem Wildtyp einen zusatzlichen Cys-Rest 



2. Allergenvariante nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc sich 
der zusatzliche Cys-Rest im carboxyterminalen Bereich befindet. 

3. Allergenvariante nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dad 
sich der zusatzliche Cys-Rest in einer hSheren als der Aminosaureposi- 
tion 140 befindet 

4. Allergenvariante nach einem oder mehreren der Anspruche Anspruch 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daS sich der zusatzliche Cys-Rest zwi- 
schen den Aminosaurepositionen 230 und 240 befindet 

5. Allergenvariante nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daS der zusatzliche Cys-Rest aus einem Amino- 
saureaustausch hervorgegangen ist. 

6. Allergenvariante rPhl p 1-A236C gemaB SEQ ID NO 2 nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dad der zu- 
satzliche Cys-Rest durch Austausch von Ala 236 eingefuhrt wurde. 

7. DNA-Molekul, welches fur eine Allergenvariante nach einem oder meh- 
reren der Anspruche 1 bis 6 kodiert. 



aufweist. 



30 



8. DNA-Molekul gemali SEQ ID NO 1 , welches fUr die Allergenvariante 
nach Anspruch 6 kodiert. 
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9. Verfahren zur Herstellung einer Variante des rekombinanten Majoraller- 
gens rPhlp 1 gemaU einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB nach an sich bekannten Methoden 

- in das entsprechende Gen durch Insertion oder Austausch ein Ba- 
5 sentriplett kodierend fOr einen Cys-Rest eingefuhrt wird, 

- das so veranderte Gen in einem Wirtsorganismus Qberexprimiert wird 
und 

- die durch Oberexpression erhaltene Allergenvariante gereinigt wird. 

10 10. Verfahren zur Herstellung und Aufreinigung einer Variante des rekom- 
binanten Majorallergens rPhl p 1 gemafc Anspruch 9 in loslicher Form, 
dadurch gekennzeichnet, daS das zunachst unlosliche Rohprotein de- 
naturiert, anschlieBend durch VerdQnnung renaturiert und 
durch biochemische Reinigungsschritte gereinigt wird. 

15 

11. Verfahren zur Aufreinigung einer Variante des rekombinanten Majoral- 
lergens rPhl p 1 gemaS Anspruch 9 in loslicher Form, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ausgehend von dem zu Reinigungszwecken mit einem 
His-Tag versehenen Uberexprimierten, zunachst unloslichen Rohprotein 

20 mehrere biochemische Reinigungsschritte, umfassend eine zweistufige 

Metallionen-Chelat-Affinitatschromatographien und die Abspaltung des 
His-Tags, ausgefOhrt werden. 

12. Allergenvariante nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6, da- 
25 durch gekennzeichnet, dafc sie in unterschiedlichen Faltungsformen 

vorliegt. 

1 3. Faltungsform rPhl p 1-LM der Allergenvariante gemaS einem oder meh- 
reren der AnsprQche 1 bis 6, erhaltlich durch AusfQhren der folgenden 

30 Verfahrensschritte: 

- Oberexprimieren der mit einem His-Tag versehenen rPhl p 1- 
Allergenvariante in einem Wirtsorganismus 
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- Denaturierung der aus dem Wirtsorganismus isolierten EinschluRkor- 
per mit Guanidiniumchlorid 

- Renaturierung des gelosten Proteins auf einer Chelat- 
Affinitatschromatographiesaule 

- Abspalten des His-Tags 

- Gelfiltration 

- Erneute Chelat-Affinitatschromatographie 

- Isolierung des Zielproteins aus dem Durchlauf 

- Gelfiltration 

14. Faltungsform rPhl p 1-HM der Allergenvariante gemaS einem oder 
mehreren der AnsprOche 1 bis 6, erhaltlich durch Ausfuhren derfolgen- 
den Verfahrensschritte: 

- Oberexprimieren der mit einem His-Tag versehenen rPhl p 1- 
Allergenvariante in einem Wirtsorganismus 

- Denaturierung der aus dem Wirtsorganismus isolierten EinschluBkor- 
per mit Guanidiniumchlorid 

- Renaturierung des gelosten Proteins auf einer Chelat- 
Affinitatschromatographiesaule 

- Abspalten des His-Tags 

- Gelfiltration 

- Erneute Chelat-Affinitatschromatographie 

- Elution des Zielproteins mit einem Imidazolgradienten 

- Gelfiltration 

15. Allergenvariante nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 6 so- 
wie 12 bis 14 als Arzneimittel. 

16. Verwendung einer Allergenvariante gemafc Anspruch 15 und/oder ihre 
pharmazeutisch verwendbaren Derivate, einschlieBlich deren Mischun- 
gen in alien Verhaltnissen, zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
spezifischen Immuntherapie von Allergien, an deren Auslosung das 
Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt ist. 
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rallergen Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt ist. 

17. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine Allergenvariante gemaS 
Anspruch 15 und/oder ihre pharmazeutisch verwendbaren Derivate, 
einschlieSlich deren Mischungen in alien Verhaltnissen, sowie gegebe- 
nenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe. 

18. Verwendung einer Allergenvariante nach einem oder mehreren der An- 
spruche 1 bis 6 sowie 12 bis 14 und/oder ihrer Derivate, einschlieUlich 

0 deren Mischungen in alien Verhaltnissen, zur in vitro Diagnostik von Al- 

lergien, an deren AuslSsung das Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras 
beteiligt ist. 

19. Rekombinanter DNA-Expressionsvektor, enthaltend ein DNA-Molekul 

5 nach Anpruch 7 oder 8, zur Behandlung von Allergien, an deren Auslo- 

sung das Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt ist, durch im- 
muntherapeutische DNA-Vakzinierung. 

20. Verwendung des Expressionsvektors nach Anspruch 19 und/oder sei- 
20 ner Derivate, einschliefclich deren Mischungen in alien Verhaltnissen, 

zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Allergien, an 
deren Auslosung das Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras beteiligt ist, 
durch immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 

25 21 . Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend einen Expressionsvektor 

gemSR Anspruch 19 und/oder seine pharmazeutisch verwendbaren De 
rivate, einschlieBlich deren Mischungen in alien Verhaltnissen, sowie 
gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe, zur Behandlung von Aller- 
gien, an deren Auslosung das Majorallergen Phi p 1 aus Lieschgras be 

30 teiligt ist, durch immuntherapeutische DNA-Vakzinierung. 



WO 2004/022588 



PCT/EP2003/008471 



1/3 



Abbildung 1 : 

SDS-PAGE von nPhl p 1, rPhl p 1-LM und rPhl p 1-HM 
12345 - 2345 




+ DTT - DTT 
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Abbildung 2: Gelfiltration mit rPhl p 1-HM und rPhf p 1-LM 
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Abbildung 3: 

EAST-lnhibitionstest mit Faltungsvarianten rPhl p 1-T236C-LM und -HM 
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~6590434.txt 
SEQUENCE LISTING 



<110> Merck Patent GmbH 

<120> Varianten des Majorallergens Phi p 1 aus Lieschgras 

<130> P 02/129 

<140> EP 02 018 157.4 
<141> 2002-08-19 

<160> 2 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 723 

<212> DNA 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (720) 

<223> 

<400> 1 

ate ccc aag gtt ccc ccc ggc ccg aac ate acg gcg acc tac ggc ggc 48 
lie Pro Lys Val Pro Pro Gly Pro Asn lie Thr Ala Thr Tyr Gly Gly 
1 5 10 15 

aag tgg ctg gac gcg aag age acc tgg tac ggc aag ccg acg gec gee 96 
Lys Trp Leu Asp Ala Lys Ser Thr Trp Tyr Gly Lys Pro Thr Ala Ala 
20 25 30 

ggt ccc aag gac aac ggc ggc gcg tgc ggg tac aag gac gtg gac aag 144 
Gly Pro Lys Asp Asn Gly Gly Ala cys Gly Tyr Lys Asp val Asp Lys 
35 40 45 

ccc ccg ttc age ggc atg acc ggc tgc ggc aac acc ccc ate ttc aag 192 
pro Pro Phe ser Gly Met Thr Gly cys Gly Asn Thr Pro He Phe Lys 
50 55 60 

tec ggc egg ggc tgc ggc tec tgc ttc gag ate aag tgc acc aag ccc 240 

-••"-••> l 
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Ser Gly Arg Gly Cys Gly Ser cys Phe Glu lie Lys cys Thr Lys Pro 

65 70 75 80 

gag gcc tgc tec ggc gag ccc gtg gtg gtc cac ate acc gac gac aac 288 

Glu Ala cys ser Gly Glu Pro val val val His lie Thr Asp Asp Asn 
85 90 95 

gag gag ccc ate gcc gcg tac cac ttc gac etc tec ggc ate gcg ttc 336 

Glu Glu Pro lie Ala Ala Tyr His Phe Asp Leu Ser Gly lie Ala Phe 
100 105 110 

ggg tec atg gcc aag aag ggc gac gag cag aag ctg cgc age gcc ggc 384 

ly ser Met Ala Lys Lys Gly Asp Glu Gin Lys Leu Arg Ser Ala Glv 



Gly ser Met Ala Lys Lys Gly Asp Glu Gin Lys Leu Arg Ser Ala Gly 

115 120 125 

gag gtg gag ate cag ttc cgc cgc gtc aag tgc aag tac ccg gag ggc 

Glu val Glu lie Gin Phe Arg Arg val Lys Cys Lys Tyr Pro Glu Gly 

130 135 140 



ttc acc gtc cgc tac acc acc gag ggc ggc acc aag ggc gag gcc aag 
Phe Thr Val Arg Tyr Thr Thr Glu Gly Gly Thr Lys Gly Glu Ala Lys 
210 215 220 



432 



acc aag gtg acc ttc cac gtg gag aag ggg tec aac ccc aac tac ctg 480 

Thr Lys val Thr Phe His Val Glu Lys Gly ser Asn Pro Asn Tyr Leu 
145 150 155 160 

gcg ctg ctg gtg aag ttt gtc gcc ggc gac ggc gac gtg gtg gcg gtg 528 

Ala Leu Leu val Lys Phe val Ala Gly Asp Gly Asp val Val Ala val 

165 170 175 

gac ate aag gag aag ggc aag gac aag tgg ate gcg etc aag gag teg 576 

Asp lie Lys Glu Lys Gly Lys Asp Lys Trp lie Ala Leu Lys Glu Ser 
180 185 190 

tgg gga gcc ate tgg agg ate gac acc ccg gag gtg etc aag ggc ccc 624 

Trp Gly Ala lie Trp Arg lie Asp Thr Pro Glu Val Leu Lys Gly Pro 
195 200 205 



672 



gac gtc ate ccc gag ggc tgg aag gcc gac acc tgc tac gag tec aag 720 
Asp Val lie Pro Glu Gly Trp Lys Ala Asp Thr Cys Tyr Glu Ser Lys 
225 230 235 240 

tga 723 

<210> 2 

<211> 240 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 



<400> 2 

lie Pro Lys val Pro Pro Gly Pro Asn lie Thr Ala Thr Tyr Gly Gly 
15 10 15 

Lys Trp Leu Asp Ala Lys ser Thr Trp Tyr Gly Lys Pro Thr Ala Ala 
20 25 30 

Gly Pro Lys Asp Asn Gly Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp Lys 
35 40 45 

; 2 
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Pro Pro Phe Ser Gly Met Thr Gly Cys Gly Asn Thr Pro lie Phe Lys 
50 55 ' 60 



ser Gly Arg Gly cys Gly Ser cys Phe Glii lie Lys cys Thr Lys Pro 
65 70 75 ~ 80 



Glu Ala cys Ser Gly Glu Pro val val val His lie Thr Asp Asp Asn 
85 90 95 



Glu Glu Pro lie Ala Ala Tyr His Phe Asp Leu ser Gly lie Ala Phe 
100 105 110 



Gly Ser Met Ala Lys Lys Gly Asp Glu Gin Lys Leu Arg Ser Ala Gly 
115 120 125 



Glu Val Glu lie Gin Phe Arg Arg val Lys cys Lys Tyr Pro Glu Gly 
130 135 140 



Thr Lys val Thr Phe His val Glu Lys Gly ser Asn Pro Asn Tyr Leu 
145 150 155 160 



Ala Leu Leu Val Lys Phe val Ala Gly Asp Gly Asp val val Ala val 
165 170 175 



Asp He Lys Glu Lys Gly Lys Asp Lys Trp lie Ala Leu Lys Glu ser 
180 185 190 



Trp Gly Ala He Trp Arg lie Asp Thr Pro Glu Val Leu Lys Gly Pro 
195 200 205 



Phe Thr Val Arg Tyr Thr Thr Glu Gly Gly Thr Lys Gly Glu Ala Lys 
210 215 220 



Asp val lie Pro Glu Gly Trp Lys Ala Asp Thr cys Tyr Glu ser Lys 




230 



235 



240 
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